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Verfahren und Vorrichtung zur Bestimmung mehrerer Analyten mit simultaner inter- 
nen KontroUe in einer grafischen {Combination 

Die vorliegende Erfindung betrifil ein Vorrichtung zum Nachweis von Molekiilen oder Mole- 
kiilklassen oder Molekulgemischen, bei der auf einer Oberflache der Vorrichtung mindestens 
zwei Flachen derart chemisch oder physikalisch modifiziert sind, daB diese mit Mitteln zur 
Immobilisierung von Molekiilen oder Molekiilklassen und/oder Gemischen versehen sind, 
wobei eine Flache zur Kontrolle bzw. Standardisierung, und die andere zum Nachweis eines 
Analyten verwendet wird, wobei die beiden Flachen so aufgebaut sind, daB sie im wesentli- 
chen zum gleichen Zeitpunkt mit einer gesamten Proberunatrix, aus der Molekiilen oder Mo- 
lekiilklassen oder Molekulgemischen bestimmt werden sollen, in Kontakt kommen (Tangenti- 
al-Touch-Test Prinzip), und wobei beide Flachen so aufgebaut und zueinander angeordnet 
sind, daB sie gemeinsam ausgewertet werden, wobei sie eine optisch auslesbare grafische An- 
ordnung bilden. ErfindungsgemaB k6nnen als Symbolpaare - fur negativ und + fur positiv, 
oder Kreis fur negativ und Kreis mit hmen liegendem Punkt/Punkten fur positiv sichtbar wer- r~ 

m 

den. Als Mittel zur Immobilisierung von Molekiilen oder Molekiilklassen und/oder Genu- 
schen ausgewahlt konnen AntikSrper, Antigenen, DNA, RNA, Enzymen, Substraten, Rezep- 
toren, Liganden und Kombinationen davon vorgesehen sein. "T3| 

Hintergrund der Erfindung 

Alle bier zitierten Referenzen sind hiermit fQr die Zwecke der vorliegenden Erfindung in Ihrer 
Gesamtheit durch Bezugnahme aufgenommen. 

In der Forschung, Medizin, Biologie, Chemie, Toxikologie oder einer Vielzahl weiterer An- 
wendungsfelder stellen analytische Labortests, die zur qualitativen oder/und quantitativen 
Bestimmung von Molekiilen bzw. deren Aktivitat oder Zusammensetzung dienen, die Basis 
fur weitreichende Aussagen bis bin ziir Entwicklung neuer Verfahren oder Vorrichtungen dar. 
Beispiel hierfur sind die analytischen Methoden der Molekularbiologie, die zum einen in der 
Forschung, in forensischen Verfahren zur AufklSrung von Verbrechen oder in der Medizin 
zur Entdeckung von Krebserkrankungen eingesetzt werden. Die Basis sind die allgemein be- 
kannten Methoden der DNA/RNA Analytik bzw. der Proteinanalytik. Ein weiteres Beispiel 
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sind die Vielzahl von analytischen Verfahren und Methoden, die eingesetzt werden, urn die 
AntikSrpeireaktionen, sogenannte Immunreaktionen, welche fiir die Bestimmung von Kei- 
men, Proteinen, Drogen und vielen weiteren Substanzen eingesetzt werden. Diese haben einen 
der am weitesten gefaBten Anwendungsbereiche. Sie werden samtlichen Gebieten der Medi- 
zin, Forschung, Lebensmitteltechnologie bis zum Bereich der Medikamentation eingesetzt. 

Durch diese vielfaltigen analytischen Einsatzmoglichkeiten von DNA/RNA, Proteinen und 
anderen Molekiilen sind der Vergangenheit immer weiter die Labortechniken verfeinert wor- 
den. Dies fuhrt zu immer grSBeren Erfolgen, was die Einsatzbereiche wieder erweitert hat. 
Dies fuhrte in der Konsequenz zu immer groBeren Probezahlen, welche gezielt auf bestimmte 
Molekiile untersucht werden. Da nur mit erheblichem Aufwand eine Vielzahl von einzelnen 
Proben untersucht werden kGnnen werden heute sogenannte Laborroboter eingesetzt oder in 
neuester Zeit sogenannte Chip-Technologien verwendet, welche in der Lage sind, simultan 
bis zu mehreren hundert Proben zu untersuchen. 

Im Gegensatz zu diesen aufwendigen Laboruntersuchungsmethoden (EP 1 338 895 Titel: 
High density allergen microarray oder EP 0 875 758 Bl Titel: Immunoassay) werden immer 
haufiger sogenannte Schnelltests angewandt, welche dem Arzt oder Therapeuten eine schnel- 
le, einfache und auf die wesentlichen Purikte beschrSnkte analytische Aussage liefern. Der 
Bedarf ist sehr groB und w^chst stetig. Haufig werden diese Tests im sogenannten "Point of 
Care" Bereich, also unmittelbar vor, wahrend oder nach therapeutischen MaBnahmen, einge- 
setzt. Ziel ist es auch, eine kostengi5nstige Alternative zum klassischen Labortest zu bieten. 
Allerdings ist die Sicherheit der Anwendung oder/und die Zahl der simultan bestimmbaren 
Analyten sowie der analytischen Genauigkeit, enge Grenzen gesetzt. Hier besteht erheblicher 
Verbesserungsbedarf. 

Es sind Schnelltestverfahren bekannt, wie der Lateral-Flow-Test (LFT), Flow-Through-Test 
(FTT), Agglutinations-Test (AT) oder Solid-Phase-Test (SPT). Alle diese Verfahren dienen 
zum schnellen Nachweis von Analyten ohne die Verwendung von Geraten und sind zur visu- 
ellen Auswertung geeignet. Alle diese Verfahren haben Nachteile und sind somit nur bedingt 
Ersatz ftir Labortests bzw. konnen nur eingeschrankt durch Laien eingesetzt werden. Deshalb 
werden diese Verfahren zum Teil durch technische Hilfsmittel ergMnzt. Beispiel fur diese Ver- 
fahren sind u.a. die Patentschriften DE 197 21 151, EP 98 928 264.5, WO 98/53321 Titel: 
Streifentest zur in vitro Allergiediagnostik; EP 1 369 391; WO96/10747 Titel: Device an me- 
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thod utilizing arrays of structures for analyte capture; WO 03/094716; US 2003-212316 Titel: 
Method an apparatus for determining blood paramters and vital signs of a patient; WO 
02/084249 Titel: Therapeutic an diagnostic uses of antibody specificity profiles. WO 
00/40967 Titel: Method and Device for diagnosing allergy Symptoms; WO 02/066602, EP 
1350111; WO 93/10458 Binding of Milk allergens to a solid phase; US 6,528,325, 
WO02/056017 Titel: Method for the visual detection of specific antibodies in human serum 
by the use of lateral flow assays; EP 1327884 Titel: Reagent test strip comprising conttrol 
means and timer means; WO 97/31268 Chromatographic strip having detection andcontrol 
zones oriented paraell to the direction flow; US 6,040,195 Titel: Diagnostic sanitary test strip; 
US 6,509,196, WO 01/50129 Titel: Compensation for non-spcific signals in quantitative im- 
munoassays. 

Die LFT sind die am weitesten verbreiteten Schnelltests. Hier wird die Probe z.B. Serum, 
Urin, auf eine Flache aufgetragen. Direkt vergleichbar mit einer Dunnschichtchromatographie 
wird die Fliissigkeit (Probe) durch eine Trennschicht mit Reagenzien z.B. markierten Anti- 
korpern, weiter durch eine Nitrocelluloseschicht gesogen. In dieser befinden sich Fangschich- 
ten, (im Gegensatz zum SPT bei dem sich auf der Oberflache des Tragers Fangschichten be- 
finden) welche markierte Antikorper binden und eine visuell sichtbare Line bilden. Solche 
Verfahren sind in der wissenschaftlichen Literatur vor 1980 beschrieben, sowohl in der An- 
wendung als klassische Dunnschichtchromatographie, als auch als Schnelltest Unterschiede 
finden sich nur in der Verwendung eines vereinheitlichten ReaktionsgefSJ3es oder einer uni- 
versell und mehrfach verwendbaren Trennschicht. 

Der FTT ist vergleichbar einer Saulenchromatographie. Hier fliefit die Probe (Fliissigkeit) 
durch Schichten von Membranen und Saugschichten. Auf der Nachweismembran sind, wie 
beim LFT z.B.: Antikorper gebunden, welche in der Lage sind Analyten zu binden. Die ge- 
bundenen Analyten werden mittels verschiedener Nachweisreagenzien als Punkte sichtbar 
gemacht. Solche Verfahren sind in der wissenschaftlichen Literatur vor 1980 beschrieben, 
sowohl in der Anwendung als Saulenchromatographie als auch als Schnelltest. Unterschiede 
finden sich nur in der Verwendung eines ReaktionsgefaBes oder einer universell und mehr- 
fach verwendbaren Saule. 

Das AT- Verfahren basiert auf mit Antikorpern beschichteten Partikeln. Diese befinden sich in 
einer ebenm£Bigen Schicht Wird eine positive Proben hinzugegeben, so wird die ebenmafiige 
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Schicht durch Quervernetzung zerstSrt, was bei starken Reaktionen mit bloBem Auge sichtbar 
ist. 

Beim SPT- Verfahren, Mufig auch als "dipstick"-Test bezeichnet, werden mittels Antikorpern 
oder Antigenen die Analyten auf einer Oberflache gebunden (im Gegensatz zum LPT, bei 
denen in einer Oberflache die Analyten gebunden werden) und anschlieBend durcbi nachfol- 
gende Reaktionen nachgewiesen. Je nach verwendeter Nachweismethode, kann es zu einem 
mit bloBem Auge sichtbaren Punkt oder Fl&che kommen. Ein solches Verfahren stellt das in 
der Patentschrift EP 98 928 264.5 (Titel: Streifentest zur in vitro Allergiediagnostik) be- 
schriebene Verfahren dar. Allerdings sind solche Verfahren auch in der wissenschafilichen 
Literatur vor 1980 beschrieben. 

Alle Verfahren haben individuelle Vor- und Nachteile. Ein idealer Schnelltest sollte mit blo- 
Bem Auge auswertbar sein, eine Vielzahl von Analyten in einer Probe bestimmen konnen, 
uber interne Standards zur Funktions-, Qualitatskontrolle und Mengenbestimmung verfiigen 
und auch fur einen Laien auswertbar sein. Ferner sollte der Test schnell, also ca. binnen 25 
Minuten oder weniger durchftihrbar und zugleich kostengiinstig herzustellen sein. 

LF-Tests konnen nur einzelne und nur in Ausnahmefallen mehrere Analyten in einer Probe 
bestimmen, da hier die Probenfttissigkeit durch die Membran flieUen muJJ. Zwar ist hier eine 
positiv-negativ-Kontrolle moglich, nicht aber deren Quantifizierung. Gleiches gilt fur die AT, 
FIT und SPT Tests, wobei meist auf einen externen Standard wie eine Farbkarte (siehe Pa- 
tentschrift EP 98928264.5) oder ein Gxaumuster zurtickgegriffen wird. Dies ist fur eine visu- 
elle Auswertung, also eine Auswertung mit bloBem Auge, negativ, da es hier leicht zu Fehlin- 
teipretatiohen kommt. Ferner ist die Empfindlichkeit dadurch stark herabgesetzt Die, seit den 
friihen 80'iger Jahren bekannten SPT, AT und FIT Verfahren bieten die MSglichkeit, eine 
Vielzahl von Analyten in einem Raster (Matrix) vergleichbar den spateren Chip-Technologien 
im Laborbereich, zu bestimmen. Keines der Verfahren ist jedoch in der Lage, in jedem der 
Rasteipunkte z.B. mittels eines internen Standards, eine Funktions-, Qualitatskontrolle und 
Mengenbestimmung zur gewahrleisten. Dies ist aber notwendig, da bei einer ungleichmSBi- 
gen Verteilung der Probenfttissigkeit tiber die Testoberflache, es zu- Konzentrationsunter- 
schieden der zu bestimmenden Analyten uber eben dieser Flache kommt. Dies ftihrt zwangs- 
laufig zu Fehlinterpretationen. Eine Standardreihe mit oder ohne positiv bzw. negativ Kon- 
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trolle fuhrt am Rande der Rastexpunkte oder gar durch externe Farbkarte oder Grauabstufung 
verstfirkt diesen Effekt der Fehlinterpretation noch. 

Es ist somit Aufgabe der vorliegenden Erfindung, die bestehenden Nachteile der zur Zeit vor- 
heirscliendeii Vorgehensweise und deren Verfahren aus dem Bereich der SchneUtestverfahren 
zu venneiden, ohne die Vorteile der klassischen. Latiortestverfahren inkl. Laborroboter 
und/oder Chip-Systemen zu verlieren. Ferner ist es das Ziel, die Testverfahren so zu vereinfa- 
chen, daB diese sogar von Laien durchgefubrt werden konnten. Ein weiteres Ziel ist es, die 
Analysen ohne und/oder nur mit einfachen Hilfsmitteln oder Ger£tschaften durchfuhren zu 
konnen. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemafl durch eine Vorrichtung, in dem auf einer Oberflache 
Molekule immobilisiert werden, welche in der Lage sind, mit den nachzuweisenden Analyten 
zu reagieren, so daB diese gebunden werden und in einer nachfolgenden Reaktion oder mehre- 
ren Reaktionsschritten nachgewiesen werden konnen, gelost. Solche Molekiile sind z.B. Anti- 
korper, Antigene, DNA, RNA, Enzyme, Rezeptoren, Lektine, Proteine oder Peptide. Die Im- 
mobilisierungsflachen werden derart angeordnet, daB eine positiv oder negativ Kontrolle in 
direktem ortlichen Zusammenhang mit dem Analyten steht Eine Beispiel, welches den Pa- 
tentumfang nicht eingrenzt, ist ein Kreis mit Punkt im Zentrum Beispiel: © (siehe Fig. 1). Der 
auBere Kreis ist die Positiv-Kontrolle, welche also immer erscheinen muss. Der Punkt im 
Zentrum erscheint nur dann, wenn der Analyt in der Probe vorhanden ist (sinnbildlich: Tref- 
fer). Die Konzentration der Positv-Kontrolle auf dem Ring, kann derart abgestimmt werden, 
das diese erst bei einem bestimmten Schwellenwert (cut off- Wert) sichtbar wird. Auf diese 
Weise wird eine visuelle Quantifizierung in jedem Rasterpunkt erm5glicht. Ist der Analyt in 
hoher Konzentration in der Probe vorhanden, so ist der zentrale Punkt farblich deutlich ge- 
gentiber dem auBeren Ring hervorgehoben. Ist der Analyt in geringer Konzentration, so ist der 
zentrale Punkt gegenuber dem auBeren Ring farblich nur schwach zu erkennen und bei nega- 
tiven Resultat ist der Ring leer. Werden mehrere Ringe verwendet ist eine Standardreihe dar- 
stellbar, Beispiel: ® (siehe Fig. 2). Die auBeren Ringe sind Standardkonzentrationen mit ei- 
nem defirdertem cut-off, der zentrale Punkt innen ist der ProbenmeBpunkt. An diesem Bei- 
spiel wird sehr deuthch, daB durch eine direkte grafische Kombination von Standard (- 
meBflache) zu MeBpunkt (-flache), eine erhebliches MaB an Auswertungssicherheit und hohe- 
res MaB an Information erzielt werden kann. 
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Die in dieser Patentschrift vorgestellte Erfindung ennoglicht somit den Aufbau eines Schnell- 
testverfahrens, welches universell eingesetzt werden kann, um ein breites Spektrum an Analy- 
ten in einer Probe bestimmen zu k6nnen. Femer kSnnen parallel ein oder mehrere Oder eine 
Vielzahl an Analyten bestimint werden. Dies kann in einem beliebigen Raster (Matrix oder 
Array) durchgefiihrt werden, z.B. linear, oder quadratisch. Solche Anordnungen mit Flachen, 
welche definierte Aufgaben ob aktiv oder passiv erfullen, finden sich schon in der frtihen wis- 
senschaftlichen Literatur aller Fachgebiete und gehSren damit zum Stand der Technik; Bei- 
spiele sind Dotblot-Arrays, Mikrotiterplatten (MTP) Koordinatensysteme. ErfindungsgemaB 
werden dabei ttber interne Standards in jedem Rasterpunkt eine Funktions-, Qualitatskontrolle 
und/oder Mengenbestimmungen durchgefiihrt, so daB ein eventueller Konzentrationsgradient 
der zu bestimmenden Analyten tiber dem Raster nicht zu Fehlinterpretationen fuhrt. Bei ent- 
sprechender Wahl der Nachweisreaktion, z.B. Enzym Immuno Assay (EIA), Nachweis mittels 
Gold-, Selen-, oder Latexpartikeln gebunden an Antikarpern, kann der Test mit bloflem Auge, 
also rein visuell ausgewertet werden. Ferner kann der Test mit einfachen Hilfsmitteln sich 
auch der Nachweisverfahren wie Fluoreszenzmarkierung, elektrochemischer Detektion oder 
spektroskopischer Verfahren bedienen. 

Weiterhin kann uber die grafische Gestaltung von Standard zu Probe, eine besondere Auswer- 
tungssicherheit gewahrleistet werden. Dabei werden allgemein verstandliche Symbole ver- 
wendet z.B. + fur positive Probe (Analyt vorhanden) und - fur negative Probe (kein Analyt 
vorhanden). Fur LFT wurde dies in der Patentschrift EP 0 421 294 Bl beschrieben 5 aber hier 
kann nur ein Analyt in der Probenflussigkeit nachgewiesen werden und es ist keine M5ghch- 
keit zur Quantifizierung gegeben. Im erfindungsgemaBen Test konnen auf diese Weise eine 
Vielzahl von zu bestimmenden Analyten dargestellt werden und zugleich in jedem Raster- 
punkt quantifiziert werden. Ferner kdnnen auch andere Darstellungsformen gewahlt werden 
wie Ring und innenliegender Punkt oder Stern. 

Ein weiteres nicht begrenzendes Beispiel ist ein Sternsymbol (siehe Fig.2). In diesem Falle 
sind ftinf der sechs Sternstrahlen Positiv-Kontrollen (entsprechend einer Standardreihe eines 
Labortestverfahrens). Diese sind derart eingestellt, dali diese jeweils einzeln ab bestimmten 
Konzentrationsschwellen (z.B.: aufsteigend) visuell sichtbar werden. Der Analyt wird, falls in 
der Probe vorhanden, entsprechend seiner Konzentration, ebenfalls sichtbar. Durch die unmit- 
telbare ortliche Zusammenfassung von Mefipunkt (Analytpunkt) und Kontrollen (in diesem 
Fall einer Standardreihe), wird die sichere Durchfiihrung einer Konzentrationsbestimmung 
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ennoglicht Die Genauigkeit der visuellen Ablesung ist tiber die Zahl der Sternstrahlen ein- 
stellbar. Die Wahl der grafischen Darstellung hSngt von der spateren Anwendung ab. Wird 
eine reine visuelle, also mit bloBem Auge, auswertbarer Testformat angestrebt, so haben sich 
die Symbole + Kreis mit Punkt oder Stern bewahrt. Wird ein Testformat angestrebt, wel- 
ches mittels technischer Hilfsmittel, gleich welcher Art, auszuwerten ist, so haben sich Kreis 
mit zentralem Punkt und Quadrat mit zentralem Kreuz bewahrt. Insbesondere konnen bei 
Auswertung mit technischen Hilfsmitteln, wie CCD-Kamera, Fluoreszenzdetektion, elektro- 
chemischer Detektion oder andere spektroskopische Verfahren auch produktionsmaBige Feh- 
ler erkannt und bewertet werden, denn Verschleppung von Testmaterial wird durch Unscharfe 
zwischen den grafischen Punkten auf einfache Weise erkannt und per Computerauswertung 
automatisch zu bewerten. Dies ist bei alien Chip-Varianten ob DNA, RNA oder Proteinchips 
nicht mSglich, da kein direkter, enger raumlicher Zusammenhang realisiert wurde. Werden 
zudem noch Oberflachen zur Immobilisierung von Molekiilen eingesetzt, die glatt oder deren 
Poren kleine bzw. inaktiviert sind, k6nnen Probenmaterialien (Proberunatrices) wie Vollblut, 
Kapillarblut, Serum, Plasma, Urin, Fazes oder Proben hoher Viskositat und/oder starker Far- 
bung ohne.eine weitere Aufbereitungsmethoden direkt in das erfindungsgemaBe Testverfah- 
ren eingesetzt werden. Ferner konnen Zellsuspensionen, Gewebebiooptate oder Losungen 
aller Art eingesetzt werden. 

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung ist ferner dadurch gekennzeichnet, daB es sich nicht um 
chromatographische Verfahren, wie den Lateral-Flow-Test (LFT), Flow-Through-Test (FTT) 
und auch nicht um Verfahrensmethoden wie den Agglutinations-Test (AT) oder Solid-Phase- 
Test (SPT) handelt, sondern um ein Tangential-Touch-Testprinzip (TTT). Bei dieser Art des 
erfindungsgemaBen Verfahrens reicht es aus, wenn die zu analysierende Probe mit der Immo- 
bilisierungsflache in Kontakt kommt, dabei ist es unerheblich, ob die Probe fliefit, sich in Ru- 
he befindet oder aktiv und/oder passiv auf die Oberflache appliziert wird. Das TTT-Prinzip 
unterscheidet sich insbesondere dadurch, dafi es hiermit moglich wird, MeBflachen und Kon- 
trollflachen zeitlich und raumlich simultan mit der Probe in Kontakt zu bringen. So ist z.B. 
bei alien sogenannt DIP-Stick-Verfahren oder chromatographischen Verfahren nicht mBglich, 
da immer die Benetzung mit der Probe sequentiell erfolgt - ein DIP-Stick wird in die Probe- 
fliissigkeit eingetaucht oder die Probe wir chromatographisch durch Materialien gesogen oder 
durchflossen. Auch ist es nicht notwendig, die Immobilisierungsflachen derart anzuordnen, 
daB diese zu einer FlieBrichtung optimal ausgerichtet sind (z.B.: EP 0 421 294 Bl, Titel: Im- 
proved self-performing immunochromatographic device). 
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Die Kombination von iromobilisierten Molekiilen auf Oberflachen, gleich welcher Art und 
Form oder Material, in abgegrenzten Flachen zum Nachweis von Analyten und einer zusatzli- 
chen r&umlich eng zugeordneten, grafisch abgestimmten Immobilisierungsflache oder - 
Flachen zur Funktionskontrolle und/oder Quantifizierung zu jedem Analytenmesspunkt im 
Tangential-Touch-Test Prinzip 1st bisher nicht beschrieben worden und stellt die erfindungs- 
gemaBe Vorrichtung dar. 

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung wird durch ein erfindungsgemaBes Verfahren erganzt, 
welches dadurch gekennzeichnet ist, daB der iiber immobilisierte Molekule gebundene Analyt 
mittels einer nachfolgenden Reaktion oder Reaktionen bestinunt werden kann, welche nach- 
folgend als Nachweisreaktion bzw.' Reaktionen bezeichnet werden. Die zur Durchfiihrung 
benotigten Nachweisreagenzien kdnaen sich komplett auf der OberflSche frei, z.B. als Ly- 
ophilisat oder in Losung befinden oder teilweise bzw. ganz in getrennten Schritten zugegeben 
werden. Vorteil der Vorrichtung und des Verfahrens ist es, daB alle klassischen Nachweisver- 
fahren, wie Ajatigen-Antiktfrperreaktion, markierter Antikorper oder Antigene, Biotin-Avidin, 
DNA oder RNA-Sonden, elektrochemische Nachweisverfahren oder spektroskopische Ver- 
fahren verwendet werden k6nnen. Die Kombination dieser Nachweisverfahren mit der erfin- 
dungsgemaBen Vorrichtung stellt das erfindungsgemaBe Verfahren dar. 

Die Zahl und Anordnung der kombinierten Rasterelemente ist nur durch die Anwendung oder 
den Anwendungszweck limitiert. Bei einer Anwendung hinsichtlich einer ausschlieBlichen 
visuellen Auswertung, ist letztlich die Auflosungsgrenze des menschlichen Auges der limitie- 
rende Faktor. Bewahrt haben sich in diesem Anwendungsfall Rasterformate bis zu einer Zahl 
von 100. Werden technische Hilfsmittel zur Auswertung hinzugezogen, so kfinnen je nach 
technischem Verfahren und Aufwand bis zu 100.000 Rasterelemente ausgewertet werden. 

Im Hinblick auf das oben Gesagte betriffl: ein erster Aspekt der vorliegenden Erfindung somit 
eine Vorrichtung zum Nachweis von Molekiilen oder MolekOlklassen oder Molekulgemi- 
schen die dadurch gekennzeichnet ist, daB a) auf einer Oberflache der Vorrichtung mindestens 
zwei Flachen derart chemisch oder physikalisch modifiziert sind, dafi diese mit Mitteln zur 
Immobilisierung von Molekiilen oder Molekulklassen und/oder Gemischen versehen sind, 
wobei eine Flache zur Kontrolle bzw. Standardisierung, und die andere zum Nachweis eines * 
Analj^ten verwendet wird, wobei b) die beiden Flachen so aufgebaut sind, daB sie im wesent- 
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lichen zum gleichen Zeitpunkt mit einer gesamten Probenmatrix, aus der Molekiilen oder Mo- 
lekQlklassen oder Molekiilgemischen bestimmt werden sollen, in Kontakt kommen (Tangenti- 
al-Touch-Test Prinzip), und c) wobei beide Fl&chen so aufgebaut und zueinander angeordnet 
sind, daB sie gemeinsam ausgewertet werden, wobei sie eine optisch auslesbare grafische An- 
ordnung bilden. 

Die Erfindung betrifft somit eine Oberflache, auf der zwei Flachen derart chemisch oder phy- 
silcalisch modifiziert sind, so daB auf diesen Flachen .Molektile oder Molekiilklasse und/oder 
Gemische davon immobilisiert werden konnen, die dann die Basis dazu bilden, urn zum einen 
eine Kontrolle bzw. (internen) Standardisierung und zum anderen den Nachweis eines Analy- 
ten in einer Probe (entspricht der Probenmatrix) zu dienen. Die Immobilisierung von Testma- 
terialien auf einer Oberflache ist im Stand der Technik bekannt und hangt von den Testmate- 
rialien selber und der Testoberflache ab. Die Immobilisierung kann kovalent oder nicht kova- 
lent erfolgen und entweder durch direkte oder tiber chemische Gruppen erfolgen. . 

Wie oben bereits ausgefuhrt, ist der vorliegende Test durch die Anordnung der Flachen (oder 
auch MeBpunkte, Rasterpunkte) in der Lage, in jedem der Rasterpunkte z.B. mittels eines in- 
ternen Standards, eine Funktions-, Qualitatskontrolle und Mengenbestimmung zur gewahrlei- 
sten. Dies ist vorteilhaft, da bei einer ungleichmaBigen Verteilung der Probenfliissigkeit ttber 
die Testoberflache zu Konzentrationsunterschieden der zu bestimmenden Analyten iiber eben 
dieser Flache kommt. Dies flihrt zwangslauJBg zu Fehlinterpretationen. Eine Standardreihe mit 
oder ohne positiv bzw. negativ Kontrolle fiihrt am Rande der Rasterpunkte oder gar durch 
externe Farbkarte oder Grauabstufung verstMrkt diesen Effekt der Fehlinterpretation noch. 
Beide Flachen sind erfindungsgemaB auf der Oberflache so aufgebaut und zueinander ange- 
ordnet, daB sie gemeinsam ausgewertet werden kGnnen, wobei sie durch diesen Aufbau eine 
optisch auslesbare grafische Anordnung bilden. Bevorzugt ist somit eine erfindungsgemaBe 
Vorrichtung zum Nachweis von Molekiilen oder Molektilklassen oder Molekiilgemischen die 
dadurch gekennzeichnet ist, daJJ die Flachen planar, raumlich und/oder in K6rperform zuein- 
ander angeordnet sind. Weiter bevorzugt sind die Flachen erfindungsgemaB auf der Oberfla- 
che so aufgebaut und zueinander angeordnet, daB sie gemeinsam visuell ausgewertet werden 
konnen. Solch eine visuelle Auswertung erfolgt zum Beispiel durch raumlich eng zugeordne- 
ten, grafisch abgestimmte Flachen. 
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ErfindungsgemaB sind die beiden Flachen so aufgebaut, daB sie im wesentlichen zum glei- 
chen Zeitpunkt mit einer gesamten Probenmatrix, aus der Molekulen oder Molekiilklassen 
oder Molekulgemischen bestimmt werden sollen, in Kontakt kommen. Dies wird erfindungs- 
gemSB als 'Tangential-Touch-Test Prinzip" verstanden. Bei dieser Art des erfindungsgema- 
Ben Veifahrens reicht es zudem aus, wenn die zu analysierende Probe mit der Immobilisie- 
rungsflache in Kontakt kommt, dabei ist es unerheblich, ob die Probe flieBt, sich in Rube be- 
findet oder aktiv und/oder passiv auf die OberflSche appliziert wird. Das TTT-Prinzip unter- 
scheidet sich somit insbesondere von anderen Verfahren dadurch, daB es hiermit moglich 
wird 5 MeBflachen und Kontrollflachen zeitlich und rSumlich simnltan mit der Probe in Kon- 
takt zubringen. 

ErfindungsgemaB kann die Probenmatrix, aus der die oder der Analyt best immt werden soli, 
flussig, fest, gasformig oder in physikalischen Zwischenzustanden oder Gemischen davon 
vorliegen. 

In einem weiteren Aspekt der erfindungsgemaBen Vorrichtung zum Nachweis von Molekulen 
oder Molekiilklassen oder Molekulgemischen ist diese dadurch gekennzeichnet, dafi die Fla- 
chen in einem oder einer Vielzahl von Symbolen linear oder in einer anders angeordneten 
Matrix dargestellt werden. 

In einem noch weiteren Aspekt der erfindungsgemaBen Vorrichtung zum Nachweis von Mo- 
lekiilen oder Molekiilklassen oder Molekulgemischen ist diese dadurch gekennzeichnet, daB 
die immobilisierten Molekiile oder Molekiilklassen und/oder Gemische mittels einer Nach- 
weisreaktion visuell ohne weitere technische Hilfsmittel bestimmt werden konnen, wobei die 
verschieden Flachen farbig, schwarz oder grau getont oder einem Gemisch aus Farben 
und/oder Gxautonen erscheinen. 

Bevorzugt ist eine erfindungsgemaBe Vorrichtung zum Nachweis von Molekulen oder Mole- 
kiilklassen oder Molekulgemischen, die als GefaB mit einer oder mehreren Offhungen ausge- 
staltet ist. Weiter bevorzugt ist eine erfindungsgemaBe Vorrichtung zum Nachweis von Mole- 
kulen oder Molekiilklassen oder Molekulgemischen nach die dadurch gekennzeichnet ist, daB 
sich die Fl&chen im Innenraum des GefaBes befinden oder sich eine oder mehrere Flachen auf 
der GefaBwandung befindet 
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In einem noch weiteren Aspekt der erfindungsgem&Ben Vorrichtung zum Nachweis von Mo- 
lekOlen oder MolekOlklassen oder MolekOlgemischen ist diese dadurch gekennzeichnet, daB 
als Symbolpaare - fur negativ und + fiir positiv, oder Kreis fiir negativ und Kreis mit innen 
liegendem Punkt/Punkten fur positiv sichtbar werden. 

GemaB einem weiteren Aspekt der erfindungsgemaBen Vorrichtung zum Nachweis von Mo- 
lekulen oder Molektilklassen oder MolekOlgemischen ist diese dadurch gekennzeichnet, daB 
die Mittel zur Immobilisierung von Molekiilen oder Molekiilklassen und/oder Gemischen 
ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus Antikoiper, Antigenen, DNA, RNA, Enzymen, 
Substraten, Rezeptoren, Liganden und Kombinationen davon. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung wird weiterhin durch ein Verfahren zum Nachweis 
von Molekiilen oder Molektilklassen oder MolekOlgemischen gelost, das umfaBt a) ein Kon- 
takt bringen einer Probenmatrix, aus der MolekOle oder Molektilklassen oder Molekiilgemi- 
sche bestimmt werden sollen, mit der Oberflache einer Vorrichtung auf solche Weise, daB 
diese im wesentlichen zum gleichen Zeitpunkt mit der gesamten Probenmatrix, aus der Mole- 
kOlen oder Molekiilklassen oder MolekOlgemischen bestimmt werden sollen, in Kontakt 
kommt (Tangential-Touch-Test Prinzip), wobei auf der Oberflache der Vorrichtung minde- 
stens zwei Flachen derart chemisch oder physikalisch modifiziert sind, daB diese mit Mitteln 
zur Immobilisierung von MolekOlen oder Molekulklassen und/oder Gemischen versehen sind, 
wobei eine Flache zur Kontrolle bzw. Standardisierung, und die andere zum Nachweis eines 
Analyten vorgesehen ist und wobei beide Flachen so aufgebaut und zueinander angeordnet 
sind, daB sie gemeinsam ausgewertet werden, wobei sie eine optisch auslesbare grafische An- 
ordnung bilden, und b) eine Axoslesung und Auswertung der Flachen. Bevorzugt ist ein erfin- 
dungsgemaBes Verfahren das dadurch gekennzeichnet ist, daB die Auslesung der Flachen pla- 
nar, rSumlich und/oder in Korperform erfolgt. 

GemaB einem weiteren Aspekt des Verfahrens der Erfindung ist dieses dadurch gekennzeich- 
net, daB die verschieden Nachweisflachen farbig, schwarz oder grau getont oder einem Ge- 
misch aus Farben und/oder Graut6nen erscheinen. Bevorzugt ist, daB die Flachen in einem 
oder einer Vielzahl von Symbolen linear oder in einer anders angeordneteri Matrix ausgelesen 
werden. Beispiele fiir solche Anordnungen sind rasterfbrmige oder schachbrettartige Anord- 
nungen oder Anordnung in einem Kreis, anderen grafischem Symbol oder Buchstaben oder 
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Zahlen. Weiter bevorzugt ist, daB als Symbole - fur "negativ" und + fQr "positiv", Oder Kreis 
fur "negativ" und Kreis mit innen liegendem Punkt/Punkten fur "positiv" sichtbar werden. 

GemSB eines noch weiteren Aspekts des Verfahrens der Erfindung ist dieses dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi Symbole aus mehreren ineinander liegenden Kreisen mit einem zentralen Punkt 
sichtbar werden, der nur im positiven Nachweisfall erscheint, und wobei jeder einzelne Kreis 
nur ab einem bestimmten Konzentrationswert des Analyten erscheint oder ein Stern, bei dem 
jeder der Strahlen ab einem bestimmten Konzentrationswert sichtbar wird, sowie im positiven 
Fall ein zuvor definierter Strahl erscheint oder das die einzelnen Strahlen verschiedene Analy- 
ten nachweisen und ein Strahl an einem bestimmten Konzentrationswert erscheint oder einer 
Kombination aus diesen Symbolpaaren. 

GemaS eines noch weiteren Aspekts des Verfahrens der Erfindung ist dieses dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Probenmatrix, aus der die oder der Analyt bestimmt wird, fltissig, fest, gas- 
formig oder in physikalischen Zwischenzustanden oder Gemischen davon vorliegt Bevorzugt 
ist, daB als Probenmatrix Vollblut, Kapillarblut, Nabelschnurblut, arterielles oder venoses 
Vollblut, Serum, Plasma, Urin, Fazes, Tranenfliissigkeit, Speichel, Korperschleim, gefarbte 
Losungen, Losungen mit festen Bestandteilen oder hochviskose Fltissigkeiten verwendet wer- 
den. 

Weiter bevorzugt ist, daB die Probe vor, wShrend oder geschaltet mittels Aufireinigung, Ali- 
quotierung, Derivatisierung und/oder Isolation zur Auftragung auf die erfindungsgemafie 
Oberflache vorbereitet wird. 

GemaB eines noch weiteren Aspekts des Verfahrens der Erfindung ist dieses dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Nachweisreaktionen von Moiekulen oder Molekulklassen oder Molekiilge- 
mischen ausgewahlt sind aus Farbstoff-, Radionukleotid-, Antikorper-, DNA- oder RNA-, 
Biotin-, Avidin- oder Enzym-Nachweisreaktionen oder Kombinationen davon. 

Bevorzugt ist ein Verfahren der ErjBndung,, bei dem die immobilisierten Molekule oder Mo- 
lekulklassen und/oder Gemische mittels einer Nachweisreaktion visuell ohne weitere techni- 
sche Hilfsmittel bestimmt werden. Jedoch kann ein alternatives Verfahren der Erfindung da- 
durch gekennzeichnet sein, daB fur die Auslesung und/oder Auswertung technische Hilfsmit- 
tel verwendet werden, um eine visuelle Auswertung zu ermoglichen oder das Verfahren, wie 
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zum Beispiel densitometrische Verfahren, spektroskopische - oder elektrochemische Verfah- 
ren mit der erfindungsgemaflen Auslesung und/oder Auswertung kombiniert werden. Auch 
kann das Verfahren der Erfindung dadurch gekennzeichnet sein, daB dieses mit Flow- 
Through-Tests, Agglutinations-Tests und/oder mit Solid-Phase-Tests kombiniert wild und 
eines, mehrere oder viele Symbolpaare umfaBt. Auch kann das Verfahren der Erfindung da- 
durch gekennzeichnet sein, daB dieses mit Schnelltestverfahren Lateral-Flow-Test kombiniert 
wird und mindestens zwei, mehrere oder viele Symbolpaare umfaBt. 

Ein letzter Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft dann die Verwendung einer Vorrich- 
tung der Erfindung zum Nachweis von MolekOlen oder Molekiilklassen bei der human-, vete- 
rinaimedizinischen oder pflanzlichen Diagnostik, der Lebensmitteldiagnostik, der Umwelt- 
diagnostik, der forensischen Diagnostik, der Pharmakologie, der Toxikologie, bei Allergie, 
Autoimmun- oder Stoffwechselerkraiokungen, Ikfektionserkrankungen, Geschlechtserkran- 
kungen, parasitaren Erkrankungen, Bestimmung von kleinen Molektilen wie Drogen, Medi- 
kamenten oder Stoffwechselprodukten, Zellmediatoren, Gewebetypisierung, Artentypisie- 
rung, Lebensmitteltypisierung, Antigentypisierung, Epitoptypisierung und DNA- oder RNA- 
Nachweis. Bevorzugt ist eine erfindungsgemaBe Verwendung fiir die Diagnose unmittelbar 
vor, wahrend oder nach einer therapeutischen MaBnahme. 



Im Rahmen der vorliegende Erfindung sollen die folgenden Begriffe bedeuten (Liste der De- 
finitionen sofern diese nicht schon international festgelegt sind. Bei nicht im folgenden aufge- 
listeten Abkiirzungen werden immer die international gebrauchlichen bzw. festgelegten Stan- 
dards verwendet) 



Aliquotierung 



Analyt 
AT 

Aufireinigung 

Derivatisierung 

FTT 



Aiifteilung von Fliissigkeiten in kleinere Mengeneinheiten bzw. 
Volumina, z.B. Entnahme einer kleineren Menge aus einer Pro- 
be. 

Nachzuweisendes Molekul oder Molekiilgruppe 
Agglutinations-Test 

Abtrennung von Fliissigkeiten, Partikeln, Substanzklassen, Zel- 

len oder Zellbestandteilen, Verunreinigungen. 

Chemische oder physikalische Modifikation einer Substanz oder 

Substanzklasse 

Flow-Through-Test 



WO 2005/079135 



PCT/EP2005/001571 



14 



Isolierung 



LFT 

Nachweis 

Parameter 
QuantifLzierung 

SPT 

Technische Hilfsmittel 



Visxielle Auswertung 

Negativ 

Positiv 

Matrix 



MTP 
Cutoff 



Trennung einer Substanz oder Substanzklasse aus einem kom- 
plexen Gemisch, gleich ob sich dieses in einer festen, gasfbrmi- 
gen oder fliissigen Phase oder einer Kombination befindet. 
Lateral-Flow-Test 

Bestimmung des Vorhandensein eines oder mehrerer des Mole- 
kiile oder MolekOlgruppen mit oder ohne Quantifizierung 
Synonym zu Analyt 

MengenmaBige Bestimmung von Molekiilen oder MolekOlgrup- 
pen 

Solid-Phase-Test 

Unter technische Hilfsmittel werden alle einfachen Mittel ver- 
standen, die zur Sichtbarmachung, VerstSrkung, Modification, 
Auswertung oder deren Kombination verwendet werden. Z.B. 
Folien, Lichtquellen, Detektoren aller Art, chemische oder phy- 
sikalische Reaktionen, welche vor wMhrend oder nach der Mes- 
sung angewendet werden. Eine Brille welche nur zur Verbesse- 
rung des naturlichen Seevennogens dient, wird nicht als techni- 
sches Hilfsmittel bezeichnet. 

Beurteilung eines Messergebnisses mittels ausschlieBlicher in 
Augenscheinnahme oder auch mit bloBem Auge. Dabei zahlt ei- 
ne Brille nicht als technisches Hilfsmittel 
Analyt ist nicht in der Probe oder unter einem festgelegten cut- 
off Wert. 

Analyt ist in der Probe und/oder iiber einem bestimmten festge- 
legt cut-off Wert. 

Synomym eng.: Array Behebige Anordnung und Anzahl von 
Flachen, welche innerhalb eines Koordinatensystems individuell 
identifizierbar sind, z.B.: eines klassischen Schachbrettkoordina- 
tensystems oder MTP Koordinatensystems. 
Mikrotiterplatten 

Konzentrationsgrenzwert ab den das Ergebnis bei vorhandenem 
Analyt als positiv, im Sinne einer Ergebnisbeurteilung, zu wer- 
ten ist. 
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Das erfindungsgem&Be Verfahren kann in voneinander abweichenden alternativen techni- 
schen Vorgehensweisen durchgefuhrt werden und in der Kombination mit klassischen 
Schnelltestverfahren angewendet werden. 

Die Erfindung soil in den nachfolgenden Beispielen unter bezug auf die beigefiigten Zeich^ 
nungen weiter erlautert werden. Die Beispiele sollen den Umfang der Erfindung nicht ein- 
schranken, sondern die Moglichkeiten des Verfahrens aufzeigen. 

Fig. 1 zeigt Beispiele fur grafische Symbolpaare mit einfacher Positiv-Kontrolle eines defi- 
nierten cut off- Fig. la - Symbol "Kreuz"; Fig. lb - Symbol "Kreis mit Punkt"; Fig. lc - 
Symbol "Raute mit innerer Raute"; Fig. Id - Symbol "Vieleck mit Vieleckzentrum"; und .Fig. 
1 e - Symbol "Dreiecke mit Punkt" 

Fig. 2 zeigt Beispiele fttr grafische Symbolpaare mit stufenweiser Standardreihe mit oder oh- 
ne Negativ-Kontrolle - Fig. 2a - Symbol "Stern mit Negativ-Kontrolle"; Fig. 2b - Symbol 
"Kreise ohne Negativ-Kontrolle"; 

Fig. 3 zeigt Beispiele fur erfindungsgemSLBe Ausfuhrungsformen von Anordnungen anhand 
zweier Inhalationspanels (Figur 3 a, b) und zweier Nahrungsmittel("Food")-panels (Figur 3 c, 
d). 

Fig. 4 zeigt ein Beispiel einer erfindungsgemaBen Ausfuhrungsform einer Vorrichtung (1) aus 
Beispiel 7, mit einer Kammer (2), Membran (3), Kammerdeckel (4), obere Offhung der 
Kammer (5), untere Offhung der Kammer (6) und einem Koordinatensystem (7). 

Beispiele 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann mit dem bekannten Schnelltestverfahren wie dem La- 
teral-Flow-Test (LFT), Flow-Through-Test (FTT), Agglutinations-Test (AT) oder Solid- 
Phase-Test (SPT) kombiniert werden. Femer kSnnen alle optischen Verfahren, wie densito- 
metrische Verfahren, spektroskopische - oder elektrochemische Verfahren mit dem erfin- 
dungsgemaBen Verfahren kombiniert werden. Beispiele verfahxenstechnischer Kombinatio- 
nen sind: 



WO 2005/079135 PCT/EP2005/001571 

16 

1. Zur Sichtbarmachung von grafisch direkt verbundenen Symbolen nach dem erfin- 
dungsgemaBen verfahren, gleich welcher Empfindlichkeitsstufe (Visuell oder mit 
technischen Hilfsmitteln), konnen AntikSrper/Antigen-Reaktionen, DNA- oder 
RNA-Sondenreaktionen, Enzjan/Substratreaktionen, Rezeptor/Ligand-Reaktionen 
oder Oberflachenaffinitatsreaktionen oder deren Kombinationen verwendet wer- 

. den. Die Auswahl der-Nachweisreaktion ist nur abhangig von dem odex dennach- 
zuweisenden Analyten und den Bedingungen unter denen der Nachweis stattfinden 
soil. 

2. Durchfuhrung des Verfahrens mit der erfindungsgemafien Vorrichtung mit einem 
speziellen GefaB oder obne ein solches. 

3. Durchfuhrung des Verfahrens mit einer zuvor, w&hrend oder nachgeschalteten 
dxirchgefuhrten Aufreinigung, Aliquotierung, Derivatisierung-und/oder Isolation. 

Die Kombination der erfindungsgemaflen Vorrichtung und. mit dem Verfahren kann flir .viele 
Anwendungsgebiete, u.a. der human- oder veterinarmedizinischen Diagnostik, der Lebensmit- 
teldiagnostik, der Umweltdiagnostik, der forensischen Diagnostik, eingesetzt werden. Im fol- 
genden werden einige ausgewahlte Anwendungsbeispiel dargestellt, welche aber den Patent- 
umfang nicht einschranken, sie dienen lediglich zur Verdeutlichimg. 

1. Die Kombination aus dem erfindungsgemaflen Verfahren und der Vorrichtung 
kann zur Bestimmung von Patienten spezifischen Antikorper- oder Epitop-Profilen 
eingesetzt werden. Hier ist es notwendig, eine Vielzahl von verschiedenen spezifi- 
schen Antiktirpern oder Epitopen, welche sich im Korper des Patienten befinden, 
simultan zu bestimmen. Dies ist bei Erkrankungen wie der Allergie, Autoimmun- 
oder Stoffwechselerkrankungen notwendig. 

2. Die Kombination aus dem erfindungsgem&Ben Verfahren und der Vorrichtung 
kann zur Bestimmung von Bestandteilen aus Lebensmitteln eingesetzt werden. 
Dies kann in zwei Richtungen geschehen, zum einen die Bestimmung von Inhalts- 
stoffen in einem Lebensmittel und zum anderen die Bestimmung einzelner Le- 
bensmittel in Gemischen (Fertiggerichte etc.). 

*3. Die Kombination aus dem erfindungsgemaBen Verfahren und der Vorrichtung 
kann zur Bestimmung von Infektionserkrankungen, Geschlechtserkrankungen oder 
parasitaren Erkrankungen eingesetzt werden. Dabei kSnnen auf einem Raster so- 
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wohl keimspezLfische Antigene, als auch keimspezifische Antikflrper bestimmt 
werden. 

4. Die Kombination aus dem erfindungsgemafien Verfahren und der Vorrichtung 
kann zur Bestimmung von Stoffwechselerkrankungen eingesetzt werden. Hier 
konnen in einem Test verschiedene Stoffwechselenzyme oder/und deren Stoff- 
wechselprodukte simultan bestimmt werden. 

5. Die Kombination aus dem erfindungsgemafien Verfahren und der Vorrichtuhg 
kann zur Bestimmung von kleinen Molekulen wie Drogen, Medikamenten, Zell- 
mediatoren.oder vergleichbar kleinen Substanzen verwendet werden. Diese Be- 
stimmungen sind in der Phannakologie, Toxikologie und der forensischen Analy- 
tik notwendig. 

6. Die Kombination aus dem erfindungsgemafien Verfahren und der Vorrichtung 
kann zur Bestimmung von DNA oder / und RNA Spezies eingesetzt werden. Auf 
diese Weise konnen z.B. genetisch bedingte Stoffwechselerkrankungen bestimmt 
oder Virus Infektionen im Friihstadium erkannt werden. Ferner konnen auf diese 
Weise Gewebetypisierungen aller Art, einschlieBlich Mensch, Tier, Pflanze und 
Pilze durchgefuhrt werden. 

Beispiel 7 - Beispiel fur eine erfindungsgemafie Vorrichtung und deren Verwendung 

Ein Beispiel einer erfindungsgemaBe TTT- Vorrichtung und deren Verwendung betrifft einen 
Allergie-Screeningtest auf 12 Lebensmittelallergene durch den Arzt mit zwei Tropfen Blut. 
Es kfainen auch jeweils 100 \xl EDTA-Blut, Heparin-Blut oder Serum verwendet werden. 
Dieser Test erlaubt eine schnelle tTbersicht, auf welche Allergene der Patient reagiert. Ein 
quantitativer Bestatigimgstest sowie Testung auf weitere Allergene kann im Anschluss durch- 
gefuhrt werden. Das Verfahren gliedert sich grob in a) Blutentnahme (Inkubationszeit des 
Blutes: 15 Min.); b) Waschvorgang (Inkubationszeit des Substrates: 5-10 Min); c) zweiter 
Waschvorgang; d) Ablesung; und e) Auswertung. 

Packungsinhalt der FastCheckPOC® erfindungsgemaJJen Vorrichtung 

• 50 ml Waschlflsung, 300 |al Testlosung, 3 ml Farbsubslrat 

• 1 x Pipette, 1 x Lanzette, 1 x Kapillarrohrchen, 1x10 ml-Plastikspritze, 1x5 ml- 
Plastikspritze 

• 1 x Filtereinheit mit 12 Allergenen und 3 Kontrollen 

• Informationen zur Testauswertung 
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Vorbereitungen/Blutentnahme 

1 . Entnahme des Kapillarrcihrchens, des Schraubdeckekohrchens sowie der Laozette axis der 
Veipackung. 

2. Oflhen des braunen 2 ml Schraubdeckelrdhrchens mit der Testlosung und Aufstellen auf 
eine gerade Unterlage. 

3. Blutentnahme, z.B. axis der Fingerkuppe z.B. mittels. der Lanzette. Alternativ konnen auch 
100 ^il EDTABlut, Heparin-Blut oder Serum eingesetzt werden. 

4. Enlnehmen der Kapillare aus dem klaren Rohrchen und offhen des Deckels. Aufhehmen 
von zwei vollen Tropfen Blut mit der Kapillare Hinzugeben des Blutes in das Schraubdeckel- 
rohrchen mit der Testlosung. Dadurch wird das Blut in die TestlGsung transferiert. 

Testdurchfuhrung 

1. Offhen der Flasche mit der Waschlosung und die Kammer mit dem Testfilter und Be- 
feuchten des Testfilters mit ein wenig Waschlosung an. Zur gleichmafiigen Verteilung der 
Flussigkeit sollte die Einmalpipette verwendet werden. 

2. Aufsaugen der gesamten Blut-Testlosung mit. der Einmalpipette. Auftragen dieser Losung 
auf den Filter in der Testkammer und Verteilen der Losung mit Hilfe der Einmalpipette auf 
der Membran. 

3. SchlieBen der Kammer zunachst nur soweit, bis die kleine Lajsche an der rechten Seite der 
Testkammer geschlossen werden kann. Ein Ausflocken des Blutes beeintrachtigt nicht das 
Ergebnis, Es sollte jedoch kein Blut am Kammerdeckel zuriickbleiben, da sonst der Filter 
nicht ausreichend getrSnkt wird. Die Inkubationszeit betragt 15 Minuten. 

4. Vollstandiges SchlieBen der Testkammer. Nach dem kompletten SchlieBen ist die Kammer 
jetzt nicht mehr zu offiien. Entfemen des Verschlussdeckels von der oberen Kammer6ffhung. 

5. Im ersten Waschschritt wird die Testkammer zunachst mit Leitungswasser gesptilt. Dazu 
wird die Spritze (10 ml) an der oberen Offhung der Kammer fixiert und das Wasser gleich- 
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mafiig in die Kammer gedruckt. Halten der Kammer mit der unteren Ofihung liber ein 
Waschbecken oder GefaB, in das die Fltissigkeit ablaufen kann. Wiederholen des Vorgangs 2 
bis 3mal. Der Filter darf eine rosa Farbung aufweisen. Aufziehen der Waschlosung mit der 
Spritze (10 ml) und Injizieren dieser durch langsames und stetiges Driicken durch die obere 
Kammeroffiiung in das GeMuse. Ein Teil der Waschlosung verbleibt fiir 2 Minuten in der 
Kammer, erst danach wird die Spritze von der Offhung entfernt, so daB die Fltissigkeit voll- 
standig ablaufen kann. Wiederholen des Vorgangs weitere 2mal. Danach wird def Testfilter 
2mal mitjeweils 10 ml Waschlosung durchgesptilt. Ablaufen der Fltissigkeit. 

6. Aufziehen der kleinen 5 ml-Spritze mit Substrat (schwarze 3 ml-Flasche) und verbinden ■ 
dieser mit der Kammer an der oberen, grofien Offiiung, wobei das Gehause waagerecht gehal- 

• ten wird, um Luftblasen zu vermeiden. Einspritzen des Substrats gleichmaiJig in die Kammer. 

7. Legen der Testkammer flach auf eine ebene Unterlage. Die Kammer muss waagerecht lie- 
gen und die Spritze sollte auf der KammerofEhung verbleiben, um ein Austreten des Substra- 
tes zu vermeiden. Inkubieren das Substrats 5-10 Minuten in der Kammer. 

8. Entfernen der Spritze und ablaufen lassen der Fliissigkeit aus der Kammer. 

9. Aufziehen von Leitungswasser mit der groBen Plastikspritze (10 ml) auf und verbinden 
dieser mit der oberen Offiiung der Kammer. 

10. Spiilen der Membran mit dem Inhalt der Spritze, iridem die Kammer mit der zweiten, 
kleineren Offiiung nach unten txber ein Waschbecken oder ein GefaB gehalten wird, in das die 
Spiilflussigkeit abflieBen kann. Wiederholen des Spiilvorgang jedoch sollte nun etwas Wasser 
in der Kammer verbleiben, um die Ablesung zu erleichtern. Die Auswertung sollte innerhalb 
von 10 Minuten erfolgen, solange der Filter noch feucht ist! Bei langerer Wartezeit kann es zu 
unspezifischen Nachreaktionen kommen, die das Ergebnis verf&lschen. 

Auswertung 

1. Auf dem Testfilter befinden sich funf Reihen in drei Spalten. Die untere Reihe enthalt von 
links nach rechts eine Negativ-, eine Grenzwert- und eine Positivkontrolle, die restlichen vier 
Reihen enthalten die Allergene. 
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2. Auswerten Sie die Resultate aahand des Koordinatensystems aus und tibertragen dieser in 
den Auswertungsbogen. 

3. Ein Minus-Zeichen bedeutet, dass der Test an dieser Stelle negativ ist, es liegt keine AUer- 
gie vor. Ein Pluszeichen bedeutet eine positive Reaktion, es liegt spezifisches IgE gegen das 
entsprechende Allergen vor. Die Position der Allergene ist auf dem Aus\yertungsbogen vor- 
gegeben. 



4. MarkLeren auf dem Auswertungsbogen des Ergebnisses in der dafiir vorgesehenen Spalte. 
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Patentanspriiche 

1. Vorrichtung zum Nachweis von Molekulen oder Molekiilklassen oder Molektilgemi- 
schen, dadurch gekennzeichnet, dafi . 

a) auf einer Oberflache der Vorrichtung mindestens zwei Flachen mit immobilisierten 
Molekulen oder Molekiilklassen versehen sind, wobei 

eine Flache zur Kontrolle bzw. Standardisierung 3 und 

die atxdere Flache zum Nachweis eines Analyten verwendet wird, wobei 

b) die beiden Flachen so aufgebaut sind, daB sie im wesentlichen zum gleichen Zeit- 
punkt mit einer gesamten Probe, aus der Molekiile oder Molekiilklassen oder Mole- 
kiilgemische bestimmt werden sollen, in Kontakt kommen, und 

c) wobei beide Flachen so aufgebaut und zueinander angeordnet sind, dafi sie dadurch 
gemeinsam ausgewertet werden, dafi sie eine optisch auslesbare grafische Anord- 
nung bildeix. 

2. Vorrichtung zum Nachweis von Molekulen oder Molektilklassen oder Molekttlgemi- 
schen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi die Flachen planar und/oder 
raumlich zueinander angeordnet sind. 

3. Vorrichtung zum Nachweis von Molekulen oder Molekiilklassen oder Molekiilgemi- 
schen nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dafi die Probe, aus der die 
oder der Analyt bestimmt werden soli fliissig, fest, gasfbrmig oder in physikalischen 
Zwischenzustanden oder Gemischen davon vorliegt. 

4. Vorrichtung zum Nachweis von Molekulen oder Molekiilklassen oder Molekiilgemi- 
schen nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dafi die Flachen in 
einem oder einer Vielzahl von Symbolen linear oder in einer anders angeordneten Ma- 
trix dargestellt werden. 

5. Vorrichtung zum Nachweis von lylolekiilen oder Molekiilklassen oder Molekiilgemi- 
schen nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dafi die immobili- 
sierten Molekiile oder Molekiilklassen mittels einer Nachweisreaktion visuell ohne 
weitere technische Hilfsmittel gemeinsam ausgewertet werden, wobei die verschieden 
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Flachen farbig, schwarz oder grau getont oder einem Gemisch aus Farben und/oder 
Grautonen erscheinen. 

Vorrichtung zum Nachweis von Molekiilen oder Molekiilklassen oder Molekiilgemi- 
schen nach einem der Ansprache 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB diese als Gei&B 
. mit einer. oder mehreren Offhungen ausgestaltet ist. 

Vorrichtung zum Nachweis von Molekiilen oder Molekiilklassen oder Molekiilgemi- 
schen nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB sich die Flachen im Innenraum 
des GefaBes befinden oder sich eine oder mehrere Flachen auf der GefaBwandung be- 
findet. 



8. Vorrichtung zum Nachweis von Molekiilen oder Molekiilklassen oder Molekiilgemi- 
schen nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Flachen als 
Symbole - fur negativ und + fur positiv, oder Kreis fxir negativ und Rreis mit innen 
liegendem Punkt/Punkten fur positiv sichtbar werden. 

9. Vorrichtung zum Nachweis von Molekiilen oder Molekiilklassen oder Molekiilgemi- 
schen nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB die inamobili- 
sierten Molekiile oder Molekiilklasse und/oder Gemische ausgewahlt sind aus der 
Gruppe bestehend aus Antikorpern, Antigenen, DNA, RNA, Enzymen, Substraten, 
Rezeptoren, Liganden und Kpmbinationen davon. 



10. Verfahren zum Nachweis von Molekiilen oder Molekiilklassen oder Molekiilgemischen, 
umfassend 

a) ein Kontakt bringen einer Probe, aus der Molekiile oder Molekiilklassen oder Mole- 
kulgemische bestimmt werden sollen, mit der Oberflache einer Vorrichtung anf solche 
Weise, daB diese im wesentlichen zum gleichen Zeitpxinkt mit der gesamten Probe in 
Kontakt kommt, aus der Molekiilen oder Molekiilklassen oder Molekiilgemischen be- 
stimmt werden sollen, wobei auf der Oberflache der Vorrichtung mindestens zwei Fla- 
chen derart mit immobilisierten Molekiilen oder Molekiilklassen und/oder Gemischen 
versehen sind, daB eine Fl£che zur Kontrolle bzw. Standardisierung, und die andere zum 
Nachweis eines Analyten vorgesehen ist und wobei beide Flachen so aufgebaut und zu- 
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einander angeordnet sind, dafl sie gemeinsam dadurch ausgewertet werden, daB sie eine 
optisch auslesbare grafische Anordnung bilden, und 
b) Auslesung und Auswertung der FlSchen. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dafi die Auslesung der Flachen 
planar und/oder r&umlich erfolgt 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet, daB die 
verschieden Nachweisflachen farbig, schwarz oder grau get5nt oder einem Gemisch 

- aus Farben und/oder Grautonen erscheinen. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB die Fla- 
chen in einem oder einer Vielzahl von Symbolen linear oder in einer anders angeord- 
neten Matrix ausgelesen werden. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB die Fla- 
chen als Symbole - fur negativ und + fiir positiv, oder Kreis fiir negativ und Kreis mit 
innen Hegendem Punkt/Punkten fur positiv sichtbar werden. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB als Symbole mehrere in- 
einander liegende Kreise mit einem zentralen Punkt sichtbar werden, der nur im posi- 
tiven Nachweisfall erscheint, und wobei jeder einzelne Kreis nur ab einem bestimmten 
Konzentrationswert des Analyten erscheint oder ein Stern, bei dem jeder der Strahlen 
ab einem bestimmten Konzentrationswert sichtbar wird, sowie im positiven Fall ein 
zuvor definierter Strahl erscheint oder das die einzelnen Strahlen verschiedene Analy- 
ten nachweisen und ein Strahl an einem bestimmten Konzentrationswert erscheint 
oder einer Kombination aus diesen Symbolen. 

16. Verfahren nach einem der Ansprttche 10 bis 15, dadurch gekennzeichnet, daB die Pro- 
be, aus der die oder der Analyt bestimmt wird, fliissig, fest, gasformig oder in physika- 
lischen Zwischenzustanden oder Gemischen davon vorliegt. 



17. 



Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dafi als Pro- 
be Vollblut, Kapillarblut, Nabelschnurblut, arterielles oder venoses Vollblut, Serum, 
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Plasma, Urin, Fazes, Tranenfliissigkeit, Speichel, KGrperschleim, gefarbte LSsungen, 
L6sungen mit festen Bestandteilen oder hochviskose Fltissigkeiten verwendet werden. 

18. Vexfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 17, dadurch gekennzeichnet, daB die Pro- 
be vor, wShrend oder dazwischenliegend mittels Aufreinigung, Aliquotierung, Deriva- 
tisierung und/oder Isolation zur Auftragung auf die Oberfiache der erfindungsgemafien 
Vorrichtung vorbereitet wird. 

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 18, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Nachweisreaktionen von Molekiilen oder Molekiilklassen oder Molekulgemischen 
ausgewahlt sind axis Faxbstoff-, Radionukleotid-, Antikorper-, DNA- oder RNA-, Bio- 
tta-, Avidin- oder Enzym-Nachweisreaktionen oder Kombinationen davon. 

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 19, dadurch gekennzeichnet, daB die im- 
mobilisierten Molekiile oder Molekiilklassen und/oder Gemische mittels einer Nach- 
weisreaktion visuell ohne weitere technische Hilfsmittel bestimmt werden. 

21. Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 20, dadurch gekennzeichnet, daB fur die 
Auslesung und/oder Auswertung technische Hilfsmittel verwendet werden, urn eine 
visuelle Auswertung zu ermoglichen oder das Verfahren mit der erfindungsgemaBen 
Auslesung und/oder Auswertung kombiniert werden, wie zum Beispiel densitometri- 
sche Verfahren, spektroskopische oder elektrochemische Verfahren. 

22. Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 21, dadurch gekennzeichnet, daB das Ver- 
fahren mit Flow-Through-Tests, Agglutinations-Tests und/oder mit Solid-Phase-Tests 
kombiniert wird und eines, mehrere oder viele Symbole umfaBt. 

23. Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 22, dadurch gekennzeichnet, daB das Ver- 
fahren mit Schnelltestverfahren Lateral-Flow-Test kombiniert wird und mindestens 
zwei, mehrere oder viele Symbole umfaflt. 

24. Verwendung einer Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 9 zum Nachweis von 
Molekiilen oder Molekiilklassen bei der human-, veterinarmedizinischen oder pflanz- 
lichen Diagnostic, der Leberismitteldiagnostik, der Umweltdiagnostik, der forensi- 
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schen Diagnostik, der Phannakologie, der Toxikologie, bei AUergie, Autoimmun- 
oder Stoffwechselerkxankungen, Infektionserkrankungen, GescUechtserkrankungen, 
parasitaren Erkrankungen, Bestimmung von kleinen Molekulen wie Drogen, Medika- 
menten oder Stoflwechselprodukten, Zellmediatoren, Gewebetypisierung, Artentypi- 
sierung, Lebensmitteltypisierung, Antigentypisierung, Epitoptypisierung und DNA- 
oder RNA-N^chweis. 

Verwendung nach Anspruch 20 fiir die Diagnose unmittelbar vor, wahrend oder nach 
einer therapeutischen MaBnahme. 
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Figur 1 

Figur la 

Gesamtbild, wenn der Analyt in der Probe vorhanden ist und die Kontrolle positiv anzeigt 



Sichtbar, die relative Positionierung der 
Kontrollflache 



Sichtbar, die relative Positionierung der 
Analvt-Nachweisfiache 



Gesanitbild, wenn der Analyt nicht in der Probe vorhanden ist und die Kontrolle positiv an- 
zeigt 




Sichtbar, die relative Positionierung der Kontrollflache 



Nicht sichtbar, die relative Positionierung der Ana- 
lyt-Nachweisflache 



Figur lb 




Sichtbar, wenn die relative Posi- 
tionierung der Kontrollflache 
positiv anzeigt 



Sichtbar, wenn die relative Posi- 
tionierung der Analyt- 
Nachweisflache positiv anzeigt 
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Sichtbar, wenn die relative Posi- 
tionierung der Kontrollflache 
positiv anzeigt 



Sichtbar, wenn die relative Posi- 
tionierung der Analyt- 
Nachweisflache positiv anzeigt 



Figur Id 




Sichtbar, wenn die relative 
Positionierung der Kontroll- 
flache positiv anzeigt 



Sichtbar, wenn die relative Posi- 
tionierung der Analyt-Nachweis- 
flache positiv anzeigt 



Figur le 




Sichtbar, wenn die relative Posi- 
tionierung der Kontrollflache posi- 
tiv anzeigt 



Sichtbar, wenn die relative Posi- 
tionierung der Analyt-Nachweis- 
flache positiv anzeigt 
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Figur 2a 




Sichtbar, wenn die relative Positionierung der Analyt- 
Nachweis-flache positiv anzeigt 



Die weiteren 6 relativen Positionen der Standards sind 
jeweils sichtbar, wenn ein definierter cut off Wert er- 
reicht wird 



Nicht sichtbar, wenn die relative Positionierung der Kon- 
trollflache negativ anzeigt 



Figur 2b 




Die weiteren 4 relativen Positionen der Standards sind 
jeweils sichtbar, wenn ein definierter cut off Wert er- 
reicht wird 



Sichtbar, wenn die relative Positionierung der 
Analyt-Nachweisflache positiv anzeigt 
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